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Laborato¥ molekularni cytologie a cytometrie z Biofyzikalnihodstavu Akademie wd Ceské republiky ma rozsahlou zkugenost ve studiu 3[@aderné
architektury bun éénych jader pomoci konfokalni mikroskopie(Bartova ¢ al., 2005, 2008; Harnkarova et al., 2006; Kozubek M. et al., 1999;
Kozubek S., 1997, 2000). Pro zobrazovéni jadernychrsktur pouzivame fluorescenéni techniky jako naptiklad imunofluorescence, DNA a RNA
fluorescer®ni in situ hybridizace (FISH). Vazbu proteini na DNA a expresi gefi studujeme pomoci chromatinova imunoprecipitace (CH-PCR,
ChIP-on-chip) a RT-PCR. Nas vyzkum snfuje mimo jiné ke studiu zivych burék na modelech reporterovych buiénych linii. Tyto experimenty
umoziuji odhalit dynamiku jadernych proteini in vivo. Zajimame se také o jaderné radialni distbuce geni, chromozémi a proteini regulujicich
chromatin. Systém konfokalni mikroskopie s vysokym ozliSenim nam umo#uje zkoumat modifikace histoni, které predstavuji zakladni stavebni
jednotky chromatinu. Zmény v jaderném uspdadani geni a karyotypové zmény davame do kontextu nadorové transformace bufk. Témito
experimenty bychom chéli objasnit vzajemné vztahy mezi jadernou architektwou a jadernymi/bunéénymi procesy jako je transkripce, reparace
DNA a bunééna diferenciace. Rispivame tak ke znalostem biologie chromatinu nadavych bunék a lidskych embryonalnich kmenovych burk.
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NaSe laborat@ rovnéz spolupracuje s klinickymi
pracovisti Lékaiské fakulty Masarykovy university
v Brné. Jsme zapojeni ve vyzkumném projektu,

ktery ¥eSi problematiku cytogenetickych a
proteomickych zmén u nadorového onemocéni

typu mnohotetného myelomu. Pro oddleni

klinické cytogenetiky jsme pFipravili DNA sondy

pro FISH techniku (nap¥iklad sonda pro usek
1g21), kterd umo#iuje stanovit cytogenetické
zmény v jadrech nadorovych burgk. Na obrazku 5

je uvedena amplifikace protoonkgenu c-myc (a,
¢ervené signaly) u nadorovych budk. Zelena

oblast je chromozomalni teritorium. V normalnich

buiikédch se geny vyskytuji pouze v jedné kopii v
kazdém ze dvou chromozomalnich teritorii. Piklad

teritoria chromozému 8 s normalni strukturou a

karyotypem je uveden pod pismenem (i),

Pomoci konfokalni mikroskopie
a uvedenych  molekularr-
biologickych technik studujeme
zmény v jadrech  bunék
normalnich a  nadorovych.
Konfokalni  mikroskopie s
vysokym rozliSenim nam
umoziiuje  analyzovat nizné
struktury v bun &nych jadrech.
Zabyvame se napiklad
epigenetikou jadérek (zn&eno
fibrilarinem), jejichz zména je
dilezitym markerem u
nadorovych bungk. Piedevsim
zmény v histonovém kédu jsou
spojovany se  nestandardni
funkci jadérek. HP1 proteiny,
ukdzané na obrazcich 1 a 2
zeler®, patfi k vyznamnym
epigenetickym faktonim, které
reguluji procesy v buréénych
jadrech, tedy i v jadérku.

Vystupy z konfokalniho mikroskopu jsou v

naSi  laboratafi ~ zpracovany  pomoci
speciélnich softwaii, na jejichz vyvoji
spolupracujeme s kolegy z Fakulty

informatiky, Masarykovy university v Brn &,
a nebo pouzivame &které komeréné
dostupné programy. Na obrazku 3 je
uvedena animace jadérek derveng),
centromericky  heterochromatin  (zeleno-
modré oblasti) HPIB protein (zeler®) a
jaderna lamina (bledémodie). Na obrazku 4
jsou vizualizovana jadérka (zelet) a klastry
HPla proteinu (fialov ).
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V laboratofi rovnéz studujeme jak znény v expresi lamini, které se vyskytuji na jaderné periferii (jaderna
lamina), ovliviiuji strukturu chromatinu. Tyto experimenty jsou aktualni predevSim z hlediska poznani
podstaty onemocwni zvanych laminopatie, ke kterym pati napfiklad svalova dystrofie. V pipadé téchto
dédi¢nych poruch bylo zjist€no, Ze buiky nejenom Ze nesyntetizuji Bkteré typy lamini, ale vyskytuji se zde
rozsahlé znény v histonovém kodu. Navic, v dsledku poskozeni lamii na jaderné periferii, dochazi k
deformaci bunék a vytvoreni takzvanych jadernych vychlipenin (obrazek 6, pka), které obsahuji specifické
typy chromatinu (&ervené oblasti) a naopak neobsahuji &které proteiny jako napiiklad HP1la (zelené klastry).

Cilem nasi préace je zjistit vyznamné cytogeneticke proteomické znény, jejichz poznani by prispélo k objasnéni podstaty nékterych zavaznych

onemocréni.




